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INTRODUCTION

RESUME. — L’étude microscopique du tapis filamenteux présent sur le site hy-
drothermal cotier de White-Point, (Californie, USA) met en évidence la grande variété
des types bactériens filamenteux qui le composent. Certains de ces filaments sont a
rapprocher de ceux observés sur les sites hydrothermaux profonds, dont ils se
distinguent toutefois par de plus grandes dimensions. Ainsi les filaments les plus
larges, 76-100 um, présentent des caractéristiques proches de celles de Beggiatoa, si
ce n’est qu'ils semblent fixés a un substrat. Les Bactéries isolées a partir de ce tapis
filamenteux sont mixotrophes, se développant aussi bien a partir d’'un composé soufré,
le thiosulfate, que de composés organiques. Les conditions classiques de culture n’ont
pas permis un développement des formes filamenteuses et il apparait que les
peuplements mixtes se développent mieux en milieu inorganique que les souches
isolées.

ABSTRACT. — Microscopic examination of the filamentous mats that occur around
the coastal hydrothermal vent at White-Point (Southern California, USA) reveals the
high complexity of the filamentous bacterial communities. Some filaments are like
those described from the deep hydrothermal vents, except their biggest size. Indeed,
the largest filaments, 76-100 pm, are resembling Beggiatoa but they are not fixed on
a substratum. The bacterial strains isolated from this site are mixotrophic, and grow
on thiosulfate as well as on organic compounds. Common plate and liquid media did
not allow cultivation of filamentous bacterial forms. Mixed cultures seemed to grow
on inorganic substrates better than did the pure cultures.

peuvent représenter 79 % des peuplements bacté-
riens (Wirsen et al., 1986). Les Bactéries, libres ou

Les sites d’hydrothermalisme actifs sont caractéri-
sés par la présence d’abondantes communautés
bactériennes chimiolitotrophes qui utilisent comme
source d’énergie les composés rejetés par les fluides
hydrothermaux (Ruby et al, 1981; Felbeck et So-
mero, 1982; Stein, 1984; Jannasch, 1985). Une
fraction importante de ces communautés bactérien-
nes est constituée de Bactéries sulfo-oxydantes qui

symbiontes d’Invertébrés, réalisent I’oxydation des
composés soufrés réduits provenant des fluides
hydrothermaux et constituent le premier maillon de
la chaine alimentaire des écosystémes hydrother-
maux profonds (Ruby et Jannasch, 1981; Ruby er al.,
1981; Felbeck et Somero, 1982; Fry et al, 1983;
Tuttle et al, 1983; Stein, 1984; Jannasch, 1985;
Jannasch et Wirsen, 1985).
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Sur certains sites profonds, comme celui des
Galapagos ou le bassin de Guyamas, une partie de
cette communauté bactérienne se présente sous
forme de tapis extrémement denses de Bactéries
filamenteuses qui couvrent les surfaces avoisinant
les rejets hydrothermaux (Jannasch et Wirsen, 1981 ;
Tuttle, 1985).

Ces Bactéries, proches des genres Beggiatoa ou
Thiothrix (Jannasch et Wirsen, 1987) sont apparem-
ment absentes des surfaces inertes dans d’autres sites
(13°N) mais des formes comparables, épibiontes du
Polychéte Alvinella pompejana ont été décrites (Gaill
et al, 1987). Malgré I'importante biomasse qu’ils
représentent, le métabolisme et le role potentiel de
ces filaments comme source de nourriture pour les
Invertébrés restent mal connus (Tuttle, 1985). En
effet, a la difficulté d’acces de ces sites profonds,
s’ajoute la difficulté d’obtenir en laboratoire des
cultures de ces Bactéries sous forme filamenteuse
(Ruby et al., 1981; Tuttle et al., 1983).

Des Bactéries filamenteuses similaires ont été
également observées sur un site hydrothermal cotier
de la cote sud californienne (Stein, 1984). Le tapis
bactérien filamenteux recouvre toute les surfaces
dans un rayon d’l a 2 m autour des rejets hydro-
thermaux. Ces rejets trés proches du rivage (100 a
200 m) émergent a une profondeur inférieure a2 15 m
et sont donc accessibles en plongée autonome. Ces
sites constituent donc une zone d’étude privilégiée,
pour une meilleure compréhension de la structure et
du fonctionnement de ces communautés bactérien-
nes particulieres.

Les résultats préliminaires obtenus au cours d’une
mission effectuée en 1985 font I'objet de cet article.

MATERIEL ET METHODES

Les prélevements ont été réalisés en plongée
autonome en zone subtidale sur le site hydrothermal
cotier de White Point, Californie, U.S.A. (fig. 1). Les
échantillons de filaments bactériens ont été obtenus
par grattage de substrats rocheux et de coquilles
d’Invertébrés (principalement un Gastéropode, Nor-
risia norrisii ), puis placés dans des sachets stériles.
De plus, en vue d’étudier la zone de fixation de ces
filaments sur les substrats, des fractions d’Algues
également colonisées par ces Bactéries ont éte
découpées.

Dés le retour sur la plage, une partie des échantil-
lons a été préfixée dans une solution tampon :
0,067 M de tampon cacodylate, NaCl 4 %, rouge de
Ruthenium 0,015 %, glutaraldehyde 0,5 %, puis deéfi-
nitivement fixée dans une solution a 5 % de glutaral-
déhyde.

Les observations microscopiques directes ont été
effectuées en microscopie a contraste de phase et a
épifluorescence selon la méthode décrite par Geesey
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Fig. 1. — Localisation du site hydrothermal cétier de
White-Point. SF : San Francisco, LA : Mos Angeles (33.
42’50 N, 118. 19’00 W).

Location of the coastal hydrothermal vent — White-Point.

et al, (1978). Dans ce cas, la concentration finale
d’acridine orange préparée dans un tampon pho-
sphate 0,1 M est de 0,01 %.

Les échantillons destinés a4 la microscopie élec-
tronique a transmission sont placés 3 heures dans
une solution de tétroxyde d’osmium a 2 % préparée
dans du tampon phosphate, puis déshydratés dans
des solutions de 2-hydroxyéthyl méthacrylate
(GMA) dans de l’eau distillée, de concentrations
croissantes (30, 50, 70, 80, 90, 95, et 100 %). Entre
chaque bain, 5 rincages de 10 minutes sont réalisés
dans la solution tampon. L’imprégnation des
échantillons ainsi déshydratés s’effectue dans un
premier temps dans une solution 1 : | GMA et résine
(SPURR, 1969) puis dans la résine a 100% a 20° C
pendant 2 heures. Les échantillons sont alors trans-
férés dans de la résine fraiche et polymérisés a 70 ° C
pendant 8 heures. Les coupes fines sont réalisées
avec un ultramicrotome LKB, colorées a l'acétate
d’uranyl (1 %) et au citrate de plomb (1 %), puis
observées au microscope électronique Siemens [A
ou RCA. EMU 4,

Les granules de sulfure ont été déterminés selon
la méthode de Skeiman modifiée par Strohl et
Larkin (1978). Afin d’obtenir des cultures de ces
communautés bactériennes, des échantillons de fi-
laments bactériens ont été inoculés dans les milieux
décrits par Adair et Gunderson (1969; milieu AG,
pH = 7,5) et Tuttle et al, milieu TB, pH = 5 et
ph = 7). Ces milieux liquides permettent la crois-
sance des bactéries sulfo-oxydantes (a partir de
thiosulfate) et ne contiennent pas de matiére organi-
que. Les échantillons ont été incubés 21 jours a
15 ° C (température in sifu) sous agitation constante.
L’évolution des peuplements bactériens est suivie en
mesurant périodiquement I’évolution du pH (Ruby
et al, 1981). Aprés 3 semaines d’incubation, les
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échantillons ont été repiqués sur un milieu gélosé en
vue d’isoler des souches pures.

Les souches obtenues ont été réinoculées en
milieu liquide et leur croissance estimée par I’étude
des variations de pH, et de la concentration en
thiosulfate. Afin de vérifier leur autotrophie, ces
souches ont été inoculées sur le milieu 2216E
d’Oppenheimer et Zobell (1952), classiquement
utilisé pour les Bactéries hétérotrophes du milieu
marin.

RESULTATS

Observations microscopiques des peuplements bactériens

Les échantillons obtenus par grattage d’une sur-
face présentent une grande variété de types bacté-
riens (morphologie et dimensions), principalement
en ce qui concerne les formes filamenteuses (plan-
che Ia). La microscopie électronique a transmission
permet de confirmer la nature procaryotique de ces
filaments et d’en distinguer plusieurs types. Certains
sont caractérisés par la présence de vacuoles claires
aux électrons (pl. Ic et pl. 1d), tandis que d’autres
sont entourés d’une gaine exopolymérique colonisée
par des cellules bactériennes de petite taille (pl. Ib).
L’absence de septum et la présence de nombreux
granules denses aux électrons a l'intérieur et a la
périphérie de la cellule ont été notées chez d’autres
filaments (pl. Ie).

Les filaments observés les plus fréquement ont un
diamétre de 10 a 20 um et ils contiennent des
granules de soufre, principalement concentrés dans
la partie distale du filament (pl. IIa et b).

La zone de fixation de ces filaments a été étudiée
a partir de la surface algale. Les filaments sont fixés
par une de leurs extrémités, perpendiculairement au
substrat (pl. Ila). Le mode de fixation n’a pu étre
observé avec précision, mais la zone de contact
algue-filament est caractérisée par une accumulation
de particules détritiques et de cellules bactériennes
(pl. Ic et d).

Des filaments de plus grande taille, dont le
diameétre varie de 76 a 100 um sont également
observés dans ce tapis filamenteux (pl. 111a). Ce type
filamenteux, visible a I’eil nu, est constitué de
cellules plus larges que hautes et de dimensions
76-100 x 20-25um. Ces cellules contiennent de
nombreuses inclusions de soufre mises en évidence
sur la planche 1IIb. En microscopie électronique on
constate que les inclusions intracellulaires sont
principalement concentrées a la périphérie de la
cellule prés de la membrane cytoplasmique (pl. I1lc).
Parmi ces structures intracellulaires, aucune ne
correspond a celles présentes dans les cellules
photosynthétiques.

L’absence d’une gaine exopolymérique ne permet
pas a une microflore associée de se développer au
contact de ces filaments.

Cultures en milieu liquide

Deux échantillons du tapis filamenteux, présen-
tant un aspect différent in situ, ont été mis en culture
dans les milieux liquides TB (pH = 5et pH = 7) et
AG (pH = 7,5). Le premier (1) correspondait a un
tapis filamenteux dense, hétérogéne et en touffe
tandis qu’au niveau du deuxiéme (2), les filaments
¢étaient individualisés. La figure 2a représente 1’évo-
lution du pH pour ces échantillons (les variations de
pH des tubes témoins sont toujours restées infé-
rieures a4 0,5 unité pH). Au cours de I'incubation,
d’importantes variations de pH sont observées cor-
respondant soit a une alcalinisation (échantillon 1)
soit a une acidification (échantillon 2). Ainsi le pH
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Fig. 2. — Evolution du pH et de la concentration en
thiosulfate; a, pH, cultures mixtes; b, pH, cultures pures;
¢, Thiosulfate, cultures pures. — milieu AG, pH = 7.,5;
— milieu TB, pH = 7; —— milieu TB, pH = 5).
Variation of pH and thiosulfate concentration; a, pH mixed
cultures; b, pH, pure cultures; ¢, Thiosulfate, pure cultures.
(= AG medium, PH = 75; — TB medium, pH = 7;
——— TB medium, pH = 5).
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= . UM
Pl.I. — a, diversité des peuplements filamenteux en microscopie a épifluorescence (x 100); b,c,d,e, différents types
bactériens filamenteux en microscopie a transmission; 1, Septum; 2, inclusion claire aux électrons; 3, gaine exopolymé-
rique; 4, bactérie associée.
a, diversity of filamentous communities observed by epifluorescence microscopy (x 100); b.c,d.e, some filamentous forms
examined by the transmission electron microscopy; 1, Septum; 2, electron transparent vacuole; 3, exopolymeric layer; 4,
associated bacterium.
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PL II. — a, filaments bactériens fixés sur une surface algale (x100); b, filaments bactériens observés en contraste de phase
(x 400); c,d, zone de fixation des communautés bactériennes sur la surface de I'algue (MET); 1, granules de soufre; 2,
absence de granules de soufre; 3, zone de fixation; 4, filament fixé; 5, paroi de I’algue.

a, filaments bacteria attached to an algal surface (x 100); b, bacterial filament examined by a phase contrast microscopy (x 400);
c.d, area of attachment of the bacterial communities to the algal surface (TEM); 1, sulfur granules; 2, absence of sulfur granules;
3, attachment area; 4, attached filament; 5, algal membrane.
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PL. III. — a, observation des grands filaments en contraste de phase (x100); b, observation des grands filaments en contraste
de phase (x400); c,d, observation des grands filaments en microscopie électronique a transmission; 1, cellules individuelles;
2, inclusion de soufre; A, septum; B, inclusion périphérique.

a, the larger filaments observed by phase contrast microscopy (x100); b, the larger filaments observed by phase contrast
microscopy (x400); ¢, d, examination of larger filaments with a transmission electron microscopy; 1, individual cell; 2, sulfur
granules; A, septum; B, inclusion at the cell periphery.
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des milieux de culture de [I’échantillon 2 (TB,
pH = 7 et AG, pH = 7,5) peut chuter jusqu'a une
valeur voisine de 3. Les augmentations de pH
observées dans le cas du premier échantillon sont
d’amplitude plus limitée, si ce n’est avec le milieu
TB, pH = 5. Si aucun développement filamenteux
n’a été observé dans ces cultures, I’adhésion d’une
partie des cellules sur la paroi des tubes de culture
a été constatée (Fig. 2a).

14 souches cultivées sur ces différents milieux de
culture et provenant des échantillons 1 et 2 ont été
isolées et purifiées. Les variations de pH obtenues
dans le milieu de culture (TB, pH = 7) pour 4
d’entre elles, représentant les différentes origines,
sont trés faibles pendant les 3 semaines d’incubation
(inférieures 4 une demi unité de pH) (Fig.2b).
Cependant, les concentrations en thiosulfate dimi-
nuent réguliérement pour les différentes souches
testées (Fig.2c). Aucune des souches isolées ne
présente, en culture, de forme filamenteuse.

Afin de tester leur potentialité hétérotrophe, des
repiquages ont été réalisés sur le milieu 2216E.
Toutes les souches testées ont la capacité de se
développer sur ce milieu.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les tapis filamenteux blanchatres, constitués de
Bactéries filamenteuses, observés sur le site de
White-Point, présentent des ressemblances avec ceux
décrits sur certains sites hydrothermaux profonds
(Jannasch et Wirsen, 1981). En plus, des similitudes
macroscopiques, certaines Bactéries filamenteuses
semblent communes aux sites cotiers et profonds.
C’est en particulier le cas des 2 types dominants du
site de White-Point, I’'un en raison de sa densité,
I’autre en raison de ses dimensions et qui peuvent
étre rapprochées des filaments décrits par Jannasch
et Taylor (1984) sur le site des Galapagos. Les
bactéries filamenteuses de 10 a 20 um de diamétre,
peuvent correspondre au genre Thiotrix en raison de
la structure de leur paroi cellulaire, de la présence
d’une gaine exopolymérique et de I'orientation de
leur fixation vis-a-vis du substrat (Larkin, 1980).
Elles se différencient par contre du genre Leucothrix
par la présence de granules de soufre intracellulaires
et de la gaine exopolymérique (Larkin et Strohl,
1983). Elles se rapprochent donc des formes décrites
sur le site des Galapagos, mais possédent des
dimensions supérieures, 10-20 um contre 2 um (Jan-
nasch et Taylor, 1984). De méme, les caractéristiques
des grands filaments permettent leur rapprochement
avec les Bactéries associées au genre Beggiatoa par
Jannasch et Taylor (1984). Toutefois, Beggiatoa est
selon Laedbetter (1974), une forme filamenteuse non
fixée, ce qui semble en contradiction avec les
observations réalisées sur le site.

Le mode de fixation des filaments bactériens sur
le substrat n’a pas été clairement observé. Toutefois,
sur le site étudié, les courants de fond sont impor-
tants et le maintien de la couverture filamenteuse
nécessite une forte cohésion. Les sécrétions extracel-
lulaires présentes au niveau de certains filaments
mais aussi de cellules isolées pourraient, en partie,
étre responsables de I’adhésion des bactéries sur le
substrat, et entre les différentes Bactéries elles-
mémes. En effet, les exopolymeéres sont responsables
de nombreuses fixations bactériennes en milieu
marin (Geesey, 1982).

Ni les cultures mixtes d’enrichissement ni celles
de souches pures ne présentent de formes filamen-
teuses, en conditions expérimentales. Plusieurs hy-
pothéses peuvent étre proposées pour expliquer ce
changement d’aspect des peuplements bactériens. Il
est vraisemblable que les associations interspécifi-
ques jouent un rdle important comme le démontre
la différence dans 'amplitude de variations du pH
observée entre les cultures mixtes et les cultures de
souches pures. Mais il semble aussi que les condi-
tions expérimentales peuvent agir. En effet, Jan-
nasch et Taylor (1984) étudiant le développement de
peuplements bactériens filamenteux, en milieu co-
tier, démontrent que I’addition d’ammonium a des
concentrations supérieures a celles du milieu naturel
favorise la croissance des formes unicellulaires
(batonnet, cocci et vibrions) au détriment des formes
filamenteuses. L'apport d’'un support adéquat dans
le milieu de culture liquide pourrait également
favoriser la fixation des Bactéries et leur dévelop-
pement sous forme filamenteuse.

L’oxydation des composés soufrés, libératrice
d’énergie, est importante pour les Bactéries présentes
sur les sites hydrothermaux des grandes profondeurs
(Jannasch et Wirsen, 1979). Les produits finaux de
ce processus d’oxydation sont variables et entrainent
soit une acidification (production d’H,SO,) soit une
alcalinisation des milieux de culture (Tuttle et
Jannasch, 1972). L’utilisation du thiosulfate sur le
site hydrothermal cotier est similaire a celle observée
par Tuttle et Jannasch (1972) en milieu marin pour
les bactéries sulfo-oxydantes. Tuttle (1985), assimile
les Bactéries des sites hydrothermaux profonds qui
réalisent cette oxydation en libérant des composés
acides a des chimioautotrophes strictes. Ceci différe
des résultats obtenus sur le site de White-Point, pour
lequel les 14 souches étudiées se développent aussi
bien en milieu minéral (TB ou AG) qu’en milieu
contenant de la matiére organique et sont donc
plutét mixotrophes. Ces différentes capacités méta-
boliques leur permettent d’utiliser a la fois les
composés soufrés provenant du fluide hydrothermal
et les substances organiques présentes dans 1’écosys-
teme littoral.

Le site cotier de White-Point, par sa proximité du
rivage et la faible profondeur des rejets hydrother-
maux, constitue une zone d’étude particuliérement
intéressante. En effet, il est possible d’y étudier les
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conditions nécessaires au développement des formes
bactériennes filamenteuses mais aussi d’analyser la
composition des composés exopolymériques capa-
bles d’assurer la cohésion de ce tapis filamenteux.
Cependant, bien que des Invertébrés vivants sur le
site de White-Point soient extérieurement colonisés
par ces filaments bactériens, il ne semble pas qu’il
existe sur ce site d’associations Bactéries-Invertébrés
comparables a celles des sites profonds. Néanmoins,
il est vraisemblable que d’autres rejets hydrother-
maux existent sur la cote pacifique des USA et du
Mexique et qu’ils puissent fournir de nouveaux
modéles d’interactions Bactéries-Invertébreés.
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